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研究成果の概要（和文）：中枢神経系の発生において神経細胞の移動と増殖に関与すると考えら
れた Filip 分子と Filip 相同分子の機能解析を通じ、神経発生における新たな調節系を明らかに
することを目的として本研究を行った。その結果、細胞骨格関連分子が Filip 分子と Filip 相同
分子に結合することを見いだした。この結合を通じて Filip 分子が結合分子の機能を調節して
いることを見いだし、神経細胞における Filip 分子の新たな機能を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：Filip and Filip homologous proteins relate to migration and 
proliferation of neuronal cells. Analysis on the function of Filip and Filip homologous 
proteins revealed that one of cytoskeletal proteins binds to Filip and Filip homologous 
protein. We elucidated that Filip controls intracellular distribution of the cytoskeletal 
protein and identified a novel function of Filip in neuron. 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：神経科学・神経解剖学･神経病理学 
キーワード：神経発生・分化・異常 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 神経細胞の発生過程では、初期には神経
上皮内で神経幹細胞が増殖する細胞分裂が
盛んである。その後、神経幹細胞は不等分裂
を行い、一つの娘細胞は幹細胞としての機能
を残し、もう一つの娘細胞は、脳室帯を離れ、
軟膜側に移動し、神経細胞へと分化していく。
この過程では、細胞増殖、分化と細胞移動が
調節され、形態形成が行われる。大脳では細
胞移動に関しては、脳室帯から中間帯への移
動、中間帯での細胞の一時的な停止、さらに
radial glia の線維に沿った移動という複雑
な過程を経ている (LoTurco and Bai. Trends 
Neurosci 29, 407)。また、細胞分裂は脳室
帯に限らず、他の層でも認められている 
(Miyata et al. Development 131, 3133; Wu 
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et al. Proc Natl Acad Sci USA 102, 17172)。
この様に中枢神経系の発達は、細胞移動と細
胞分裂が空間的時間的に調節され行われて
いる。一方、N-end rule による蛋白分解に関
わる E3 ubiquitin ligase の UBR1、UBR2 を
欠損したマウスでは、細胞増殖が異所性に認
められ、細胞増殖の制御が乱れていることが
示された (An et al. Proc Natl Acad USA 103, 
6212)。また、神経前駆細胞等で認められる
不等分裂において重要な役割を果たす、
NotchによるNumblikeの蛋白抑制は蛋白分解
により行われていることが報告された
(Chapman et al. J Cell Biol 175, 535)。
これらは蛋白分解が神経系の発達に重要な
役割を果たしていることを示している。 
 Filip 分子は FilaminA と結合し、FilaminA
の calpain による分解を促進し、神経細胞の
移動を抑制する分子として、当教室永野らが
明らかにした分子である (Nagano et al. Nat 
Cell Biol 4, 495)。Filip 分子は、FilaminA
の分解を通じ、その細胞移動調節を行ってい
る。FilaminA は転写因子や受容体を含め 20
種以上の分子と結合する多機能な分子であ
る (Popowics et al. Trends Biochem Sci 31, 
411)。また、FilaminA はアクチン線維の制御
に重要な役割を果たしていることが報告さ
れている。さらにアクチン線維は細胞の形態
に関わっており、細胞移動や細胞分裂にも機
能を果たしている。この多機能な Filamin を
分解する場合、厳密な調節系が存在すること
が予想される。 
 今回、我々は、Filip 分子とアミノ酸配列
にて約 50％の相同性を有する分子を見いだ
した。この相同分子は卵巣癌細胞で mRNA の
発現量が減少している分子として同定され
た。さらに、サイトカインの一種 EMAP-Ⅱ
(endothelial monocyte-activating 
polypeptide II)の増殖抑制効果は、この分
子を介して発揮されていると報告されてい
る (Tandle et al. Cytokine 30, 347)。こ
の相同分子の機能より類推すると Filip分子
は細胞移動のみならず細胞増殖制御に働い
ている可能性がある。 
 
２．研究の目的 
(1) 神経細胞の移動と増殖の両方に関与す
ると考えられる Filip 分子と Filip 相同分子
の機能解析を通じて、神経系の発生する段階
における新たな細胞増殖・移動の調節系を明
らかにすることを目的とする。当教室では、
Filip 分子は Filamin の分解を通じて、神経
細胞の移動の制御を行っていることを明ら
かにしてきた。我々は Filip 相同分子も神経
細胞の移動に関わる可能性を見いだしてお
り、また Filip 相同分子は分解の早い分子で
あることを見いだした。そこで、Filip 相同
分子および Filip分子の分解の制御により神
経細胞の発生および移動が制御されている
可能性を考え、この機構を明らかにすること
を目的とする。 
 
(2) Filip 分子および Filip 相同分子に対す
る新規結合分子を同定し、その分子に対する
FILIP 分子及びその相同分子が与える影響の
検討を行う。この影響により、生体内に生じ
る変化を検討し、FILIP 分子および FILIP 相
同分子の機能を明らかにすることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 神経上皮内における Filip相同分子の発
現部位の検討 
 in situ hybridization 法を用いて、Filip
分子と Filip 相同分子の mRNA 発現部位を比
較検討する。それぞれに対する抗体を作製し、
発現部位の検討を行う。 
(2) Filip 相同分子、Filip 分子のドメイン
構造の決定及び結合する分子の探索と解析 
 Filip 分子及び Filip 相同分子の各ドメイ
ンを発現するベクターを作製し、免役沈降法
を用いて、結合分子の検索を行う。 
 変異 Filip 分子の発現ベクターを作製後、
COS 細胞に導入し、結合分子の分解、他の分
子に与える影響に関して検討する。 
(3) Filip 相同分子、Filip 分子の生体内で
の機能の解明 
 Filip 相同分子に対する shRNA 発現ベクタ
ーをマウス胎仔脳室帯の細胞に電気穿孔法
を用いて導入し、Filip 相同分子の発現量を
低下させ、その細胞移動への影響を確認する。 
 Filip 分子の強制発現ベクターをマウス胎
仔脳室より脳室帯の細胞に電気穿孔法によ
り導入し、細胞数の変化を検討する。 
 Filip 遺伝子欠損マウスを利用し、Filip
分子の生体内での機能を検討する。また、
Filip 分子、Filip 相同分子と結合する分子
の機能に関し、Filip 遺伝子欠損マウス内で
検討する。 
 
４．研究成果 
(1) Filip 発現部位の検討 
Filip 分子の発現は胎生期のみならず、成体
の脳に発現していることを見いだした。特に
終脳の腹側部位に強く発現しており、その部
位での神経系の機能に強く関わっている可
能性を見いだした。脳以外の部位では心臓な
どに発現していることを見いだした。また
Filip 相同分子は嗅球および嗅覚伝導路に関
わる部位に発現していることを見いだした。 
 
(2) Filip 分子及び Filip 相同分子のドメイ
ン構造解析と Filip分子と結合する新規分子
の探索 
 Filip 分子には二量体を形成するために必
  
要な部位が存在し、生体内では二量体として
働いていることが示唆された。 
Filip 分子および Filip 相同分子と結合する
新規分子を免疫沈降法及び質量分析法を用
いて探索した。その結果、シャペロン分子の
一分子及び、細胞骨格を形成するアクチン線
維に結合するミオシンの一つの分子を Filip
分子および Filip相同分子と結合する分子と
して同定した。 
 シャペロン分子との結合部位を Filip分子
の変異分子を用いて、免疫沈降法により検討
した結果、Filip 分子の C 端側に存在するこ
とが認められた。 
 Filip 分子および Filip 相同分子とこのミ
オシン分子と Filip 分子および Filip 相同分
子の結合部位を免疫沈降法により探索した。
各種 Filip分子の断片を強制発現するベクタ
ーを COS-7 細胞に導入し、内在性のミオシン
分子が免疫沈降法で共沈するか検討した。そ
の結果、Filip 分子ではドメインとしての報
告のない部位がこの結合に重要であること
を明らかにした。また、このミオシン分子の
変異分子を COS-7 細胞に発現させ、免疫沈降
法で Filip 分子および Filip 相同分子との結
合を検討した結果、Filip 分子および Filip
相同分子ともに、このミオシン分子の N端側
に結合する可能性が高いことを見いだした。 
 また、各ドメインを欠損した Filip 変異分
子を培養細胞中に発現した場合における細
胞骨格に及ぼす影響を評価した。Filip 分子
を培養細胞中に強制発現した場合、細胞骨格
が短くなり、一般の培養細胞で認められる細
胞骨格の形態とは異なることが判明した。し
かし、二量体に関与する部位を欠損した
Filip 変異分子を強制発現させた細胞では, 
この細胞骨格に対する作用が弱くなってい
ることが判明した。 
 
(3) Filip 分子が結合分子に与える影響の検
討 
 Filip 分子と、ミオシン分子の関係を検討
するため、Filip 分子を培養細胞中に発現さ
せた場合のミオシン分子の細胞内分布につ
いて検討した。その結果、ミオシン分子は線
維状の分布を取らなくなることを見いだし
た。このミオシン分子と結合する部位を欠損
した Filip 分子を発現した場合、細胞骨格に
与える Filip分子の影響が減弱していること
を明らかにし、結合が機能に重要であること
を示し、Filip 分子がこの結合蛋白質の局在
の調節に関わる可能性を見いだした。 
 Filip 相同分子と Filip 分子に結合する分
子に対する shRNAを発現するベクターを作製
し、その分子を抑制したときの神経細胞移動
に対する影響を検討した。Filip 相同分子と
Filip 分子に結合するシャペロンに関与する
分子に対する shRNA は、細胞移動に対しては
明らかな影響を認めなかったが、上記のミオ
シンの一分子に対する shRNAでは細胞移動の
抑制が生じた。 
 
(4) Filip 分子および Filip 相同分子が生体
に与える影響の評価 
 Filip 相同分子に対する shRNA を子宮内電
気穿孔法によりマウス胎仔脳室帯の細胞に
導入し、神経細胞の移動に対する影響を検討
したが、明白な結果を得ることができなかっ
た。また、Filip 分子の強制発現では、Filip
分子の分解が速やかであり、蛋白として
Filip 分子を生体内で発現し続けている細胞
は少ないことが判明した。 
 Filip 分子と結合するミオシン分子は、神
経細胞の樹状突起のシナプス形成部位であ
る棘突起の形態に関わっていることが報告
されている。初代培養神経細胞に Filip 分子
を発現し、細胞の形態を観察した結果、コン
トロールの細胞と比較し棘突起の形態が変
化していることを見いだした。この結果より
Filip 分子がミオシン分子の機能を調節し、
神経細胞の棘突起の形態に関わることを示
すことができた。また、大脳皮質の形成では、
胎生 14 日に子宮内電気穿孔法で蛍光タンパ
ク質 GFPを導入した脳室帯由来の細胞の分布
を生後 21 日目に検討したところ、Filip 遺伝
子欠損マウスとそのコントロールマウスの
間に差を認めた。以上より、本研究により
Filip 分子が中枢神経系で果たす機能の重要
性を明らかにできた。 
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